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2013年12月18日　山形大学医学部視聴覚室
【一般講演１】
血管に対するトリグリセリド作用の基礎的検討
○阿曽吉孝*，山下真里奈**，小野真太郎***，阿部陽平****，
片野由美*，石幡明* （*山形大学医学部看護学科（病態機能），**総
合南東北病院，***秋田大学医学部附属病院，****山形大学大学院医
学系研究科）
【背景・目的】高中性脂肪血症の血管に与える影響については諸説がある。
特に高中性脂肪血症が内皮機能に与える影響については不明な点が多い。
そこで、本研究では高中性脂肪血症が血管の弛緩および収縮能力に与える
影響をラット摘出大動脈標本を用いて検討した。
【研究方法】実験は山形大学医学部動物実験指針を遵守して行った。５～
６ヵ月齢の雄性Fischer344から胸部大動脈を摘出し、内皮無傷標本および
除去標本を作製した。標本をコントロール群と高中性脂肪血症（イントラ
ファット1.5％）処置群に分けた。標本を１時間安定させてからアセチルコ
リン、ニトロプルシドによる弛緩反応、フェニレフリンおよびアンジオテ
ンシンIIに対する収縮反応を測定した。
【結果】内皮無傷標本では高中性脂肪血症処置により、低濃度アセチルコ
リンに対する弛緩反応が減弱した。また、フェニレフリン累積投与、アン
ジオテンシンII投与による血管収縮反応は有意に増強した。一方、内皮除
去標本ではニトロプルシド、フェニレフリン、アンジオテンシンIIいずれ
に対しても血管収縮反応に有意差は見られなかった。
【考察】高中性脂肪血症は血管内皮機能障害をおこすことで弛緩反応の減
弱、収縮反応の増強を惹起することが示唆された。
【一般講演２】
The HECT-Type Ubiquitin E3 Ligase ITCH Interacts with Thioredoxin-
Interacting Protein and Ameliorates Reactive Oxygen Species-Induced 
Cardiotoxicity
○Yoichiro Otaki*, MD, Hiroki Takahashi*, MD, PhD, Tetsu 
Watanabe*, MD, PhD, Akira Funayama*, MD, PhD, Yuki Honda*, 
MD, Taro Narumi*, MD, Shinpei Kadowaki*, MD, Hiromasa 
Hasegawa*, MD, PhD, Shintaro Honda*, MD, PhD, Takanori 
Arimoto*, MD, PhD, Tetsuro Shishido*, MD, PhD, Takehiko 
Miyashita*, MD, PhD, Takuya Miyamoto*, MD, PhD, Hideaki 
Kamata**, MD, PhD, Osamu Nakajima***, MD,. PhD, and Isao 
Kubota*, MD, PhD. （*Department of Cardiology, Pulmonology, 
and Nephrology, Yamagata University School of Medicine, 
Yamagata, Japan; **Laboratory of Biomedical Chemistry, 
Department of Molecular Medical Science, Graduate School of 
Medicine, University of Hiroshima, Hiroshima, Japan; and 
***Research Laboratory for Molecular Genetics, Yamagata 
University school of Medicine, Yamagata, Japan.）
Background: HECT-Type ubiquitin E3 ligase ITCH is an enzyme 
which plays a pivotal role in posttranslational modification by ubiquitin 
proteasomal protein degradation. Thioredoxin-interacting protein 
(TXNIP) is a negative regulator of thioredoxin system, which is an 
endogenous reactive oxygen species (ROS) scavenger. In the present 
study, we focused functional role of ubiquitin E3 ligase ITCH and its 
interaction with TXNIP to elucidate the mechanism of ROS-induced 
cardiotoxicity, such as doxorubicin (Dox) and hydrogen peroxide (H2O2).
Methods and Results: We confirmed protein interaction between 
TXNIP  and  ITCH  by  immunoprecipitation  in  cardiomyocyte. 
Overexpression of ITCH increased proteasomal TXNIP degradation and 
augmented thioredoxin activity, which may inhibit ROS-induced 
cardiomyocyte apoptosis in ROS-induced cardiotoxicity. Conversely, 
knockdown of ITCH by siRNA inhibited TXNIP degradation and 
demonstrated a subsequent increase in cardiomyocyte apoptosis. Next, 
we generated cardiac-specific overexpression of ITCH transgenic mouse 
(ITCH-Tg mice). The myocardium of ITCH-Tg mice had significantly 
lower expression levels of TXNIP than wild type littermates. ITCH-Tg 
mice restored an apoptosis in cardiac cels and cardiac dysfunction 
compared with wild type littermates after Dox injection. Kaplan-Meier 
analysis revealed that ITCH-Tg mice had higher survival rate than wild 
type littermates after Dox injection.
Conclusion: We demonstrated for the first time that ITCH targets 
TXNIP for ubiquitin-proteasome degradation in cardiomyocyte and 
ameliorates ROS-induced cardiotoxicity through thioredoxin system.
【一般講演３】
ウサギ盲腸内容物を用いた微生物発酵調節因子の探索
○富澤由花*，大谷典正**，小酒井貴晴*（*山形大学地域教育文化学
部・食環境デザイン，**山形大学理学部・物質生命化学科）
【目的】腸内発酵産物である短鎖脂肪酸（SCFA: short-chain fatty acid: 
酢酸、プロピオン酸、n-酪酸）は吸収・輸送されたり、受容体に結合する
ことで認識され、上皮形態を発達させることが示されている。そこで、天
然植物抽出物質Ｘが腸内発酵に及ぼす影響を、ウサギ盲腸内容物を用いた
in vitro バッチ培養法によって検討した。
【方法】日本白色種ウサギから採取した盲腸内容物を緩衝液で希釈後、 
２重ガーゼで濾過してイノキュラムとして供試した。イノキュラム、基質
および抽出物質Ｘを加え撹拌し、100％N2ガスで封入後、37℃ で24ｈ振と
う培養した。培養液中の有機酸濃度をHPLC（BTBポストカラム法）にて
解析した。
【結果】対照区と比較して高濃度の抽出物質Xは一次発酵産物であるコハ
ク酸濃度を有意に減少させ、逆に乳酸濃度を有意に増大させた。また、二
次発酵産物であるSCFA（酢酸、プロピオン酸およびn-酪酸）濃度を有意
に減少させた。本研究から、抽出物質 X は高濃度において盲腸微生物発酵
を調節することが示された。今後は、食品添加物としての活用を目指して
in vivoでの効果を検討したい。
【一般講演４】
ラット行動学習実験における慢性アルコール投与の影響
添川清貴，久保美春，田村友佳，本荘和輝，○藤原浩樹，金子健也，
藤井聡（山形大学医学部生理学講座）
　アルコールの慢性投与が、記憶に及ぼす影響（記銘、想起、忘却過程）
において不明な点が多く、明らかにされていない。本研究では、アルコー
ルの慢性投与が記憶に及ぼす影響、特に記憶の記銘、想起、忘却において
どのように影響するかについて調べるため古典的条件づけを用い、さら
に、運動の協調性を調べるためにRota-rod testを用いて検討した。
　Rota-rod test は回転棒上に被験体を載せてから落下するまでの時間や
一定時間内に落下した回数を計測することにより運動協調性障害の程度を
評価した。
　また、学習や記憶の形成のプロセスを検討するためそれぞれの記憶過程
の分離に有効的な手法として古典的条件づけがある。古典的条件づけは、
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条件づけ、消去過程等のセッションが分離しているため、記憶形成のプロ
セスの分離が容易であることから古典的条件づけの一種である恐怖条件づ
けを用いて、記憶の記銘・想起に重点を置いて検討した。
　Rota-rod testでは運動協調障害や運動学習の評価を用いて運動学習を検
討した。アルコールの慢性的な摂取により、運動学習や平衡感覚、運動協
調性にアルコールが影響を及ぼしている可能性がある。恐怖条件づけで
は、記憶の獲得と想起のメカニズムについて検討した。条件づけにおい
て、群における主効果では有意差が認められず、セッションにおける主効
果では有意差が見られ、試行回数が増加するごとに恐怖記憶の獲得ができ
たことより、恐怖記憶の獲得にアルコールの慢性投与の影響はなかった。
急性的なアルコール投与で記銘が低下するという報告があるが、慢性的な
アルコール投与では恐怖記憶の記銘ができることが示唆された。消去手続
きでは、セッションにおける主効果では試行回数が増すごとにFreezingの
割合が減少する傾向が見られた。消去手続き１日目（EXT1）では、Control
群に比べてAlcohol群が低い傾向が見られたことから、恐怖記憶の想起に
影響があったといえる。
【一般講演５】
Ｔ細胞特異的 IL-21 isoform過剰発現マウスを用いた新たなアナフィラキ
シーモデルの確立
○武田裕司，奈良英利，アクタル-ナスリン，荒木明美，浅尾裕信
（山形大学医学部免疫学講座）
【背景】免疫の過剰応答は、免疫疾患を引き起こす重要な問題の１つであ
る。その中でも、アレルギー性疾患は多様な病態で発症し、その患者も極
めて多い。特に、食物アレルギーは、人口の２～６％にのぼり、死に至る
こともある重要な疾患である。食物アレルギーには、IgE依存性の他、IgE
非依存性の応答が存在するなど、未だに不明な点が多い。
　一方、IL-21は、NKT, Th17, 濾胞ヘルパーＴ細胞から産生されるサイ
トカインであり、Ｔ細胞依存性のＢ細胞分化機構に重要な役割を担ってい
る。IL-21の生体への投与により、IgGへのクラススイッチが亢進し、一
方、IgE産生が抑制されることが知られている。また、抗原感作時にIL-21
を投与すると、やはりIgE産生が抑制され、アレルギー反応が抑えられる
事が報告されている。
【目的】我々は、IL-21のalternative splicing variantである IL-21 isoform
を同定し、解析を進めている。山形大学医学部附属遺伝子実験施設にて、
IL-21 isoformをT細胞特異的に過剰発現させたマウス（IL-21iso-Tg）の作
出に成功し、これを用いて生体内でのIL-21 isoformの作用を解析してき
た。IL-21を投与したマウスと同様に、このマウスでも、血中のIgG量の増
加と、IgE量が低下する傾向が認められた。そこで、IL-21iso-Tgにおいて
もIgG産生亢進・アレルギー反応抑制が生じると予想し、IL-21 isoformの
機能解析を試みた。
【方法】オブアルブミン（OVA）を腹腔投与して抗原感作し、３週後にOVA
を腹腔または経口経路にて負荷投与した。負荷投与後、体温測定とアナ
フィラキシースコア採点を行った。また、血中のOVA特異抗体価の測定を
ELISA法にて行った。
【結果】予想に反し、IL-21iso-Tgでは、野生型マウス（WT）と比較し、
負荷投与後１時間以内に体温の低下・死亡に至る個体も認められ、重篤な
アナフィラキシー反応であると考えられるマウスが続発した。更にこれら
の個体では、投与経路・アジュバントの違いに関わらず、小腸に限局され
た過剰な充血が認められた。そこで、IgG産生亢進によるアレルギーを想
定し、IL-21iso-Tgの血清中の抗OVA抗体の抗体価を測定した。しかし、全
体の抗体価はむしろWTより低く、クラス別でもIgG, IgMの量も野生型と
同程度であった。
【考察】このIL-21iso-Tgのアナフィラキシー反応は、IgGやIgEを介さな
い、小腸に限局される病態である可能性がある。これらのことから、 
IL-21iso-Tgは、IgE非依存性食物アレルギーモデルマウスとして、食物ア
レルギー発症幾序の解明と新たな治療法の開発に貢献できると考えてい
る。今後、IL-21 isoformの腸管免疫への作用につい解析することで、新た
なアトピー素因が同定されるのではないかと期待している。
【一般講演６】
A549非小細胞肺癌細胞の腫瘍創始能維持におけるJNKの特異的な役割
○岡田雅司*，澁谷慶太*，佐藤篤*,**，鈴木修平*,***，
清野学*,****，北中千史*,*****,******（*山形大学医学部腫瘍分子医
科学講座，**山形大学医学部脳神経外科学講座，***山形大学医学部
臨床腫瘍学講座，****山形大学医学部産婦人科学講座，*****山形大
学医学部先端分子疫学研究所悪性腫瘍研究センター，******山形大
学グローバルCOE）
　c-Jun NH2-terminal kinase （JNK）は近年様々な癌種にて活性の亢進が
報告されている。非小細胞肺癌（NSCLC）もJNK活性亢進が認められる
悪性腫瘍の一つであるが、NSCLCにおけるJNKの役割、特にin vivoにお
けるその役割については未だ不明な点が多い。本研究において我々は、
NSCLC細胞株であるA549細胞においてJNKが腫瘍創始能の維持に重要な
役割を果たしていることを見出したので報告する。
　A549細胞をin vitroにおいて可逆的JNK阻害剤であるSP600125の存在
下に培養すると細胞増殖が速やかかつ強力に抑制されたが、予めA549細
胞をヌードマウスの皮下に移植し腫瘍体積が200 mm3を超えた時点で
SP600125 を10日間連続で腹腔内投与しても腫瘍増大に対して有意な影響
は認められなかった。しかしながら、全く同じプロトコルにてSP600125
を腹腔内投与したマウスから薬剤投与終了後皮下腫瘍を取り出し腫瘍細胞
の再移植実験を行ったところ、SP600125投与群由来の腫瘍細胞移植では
明らかに腫瘍形成が抑制された。また、A549細胞をヌードマウスの皮下
に移植した翌日からSP600125を腹腔内投与すると、コントロール群と比
較してSP600125投与群の腫瘍形成が抑制された。さらに、in vitroで予め
SP600125処理もしくはJNK遺伝子をsiRNAにてノックダウンしたA549細
胞を各々ヌードマウスの皮下に移植した場合も、SP600125処理群および
JNK遺伝子ノックダウン群共々in vivo SP600125投与実験と同様コント
ロール群に比して腫瘍形成が抑制された。
　これらの結果は、in vivoにおいては、腫瘍細胞自身が発現するJNKの活
性がin vitroとは異なって細胞の増殖制御そのものには関与せず、むしろ
腫瘍細胞の腫瘍創始能の維持に重要な役割を果たしている可能性を示唆し
ている。
【一般講演７】
チタン貪食細胞におけるTLR2及びNLRP3反応系の分子動態解析
○長沼靖，大木弘治，平山朋幸，劉興，佐々木幹，高木理彰（山形
大学医学部整形外科学講座）
【目的】人工股関節全置換術における無菌性の緩みは未だ克服されていな
い合併症の一つである。摺動面由来のインプラント摩耗粉はマクロファー
ジに貪食され、異物肉芽腫反応が引き起こされる。それに伴う催炎性サイ
トカイン過剰産生は、骨溶解を惹起し人工関節の緩みを引き起こす。マク
ロファージの異物認識反応にはTol様受容体（Tol-like receptor: TLR）や
NOD（Nucleotide oligomerization domain）様受容体（NOD-like receptor: 
NLR）などのパターン認識受容体が関与する。無菌性弛緩人工関節の病態
形成にもTLR反応系の一部が関与することが示され、NLR with a pyrin 
domain 3（NLRP3）反応系が緩みの病態形成に関与する可能性も示唆さ
れている。しかし無菌性弛緩人工関節におけるTLR系の詳細な役割や
NLRP3の関与については不明のままである。異物を貪食したマクロ
ファージにおけるTLRとNLRP3を介した催炎性サイトカインの動態につ
いて検討した。
【方法】C57BL/6、雌、８～12週齢のマウスより採取した下肢骨から、骨髄
由来細胞を培養した。培養細胞は蛍光二重染色、flow cytometoryを用い
てマクロファージであることを確認した。マクロファージをチタン粒子
（Ti）とリポテイコ酸（LTA）付着チタン粒子（Ti+LTA）で刺激し、TLR2、
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NLRP3、TNF-α、IL-1βについてmRNA発現量、各受容体膜表面タンパ
ク発現量、培養上清におけるサイトカイン分泌量を比較検討した。
【結果】Ti、Ti＋LTA群は非刺激群に比べ、TLR2、NLRP3のmRNA、タ
ンパク発現量、およびTNF-α、IL-1βのmRNA発現量が増加した。しか
しTNF-α分泌量は増加したが、IL-1βは検出されなかった。
【考察】マクロファージはインプラント摩耗粉の貪食によりTLR2および
NLRP3反応系を介して催炎性サイトカインを分泌し、病原体関連分子パ
ターンにより炎症反応を増強、遷延する可能性が示唆された。IL-1βの不
検出は急性炎症を伴わない弛緩人工関節周囲組織の病態に合致した反応と
考えられるが、今後、細胞内IL-1βの動態について検討を行う必要がある。
【一般講演８】
ビタミンＣとチオール化合物はアセトアミノフェンの障害作用から肝臓を
保護している
○李在勇*，倉橋敏裕*，金野佑*，鍋島篤典**，山田壮亮**，
宮田哲***，佐藤英世****，藤井順逸*（*山形大学大学院医学系研究
科生化学分子生物学，**産業医科大学第二病理学， ***大阪厚生年
金病院内科，****山形大学大学院農学系研究科食品応用生命科学）
　霊長類などの一部を除いて、ほとんどの哺乳類はグルコースから多段階
の反応を経てアスコルビン酸（ビタミンＣ）を合成できる。Aldo-keto還元
酵素遺伝子ファミリーの一つAKR1Aはアスコルビン酸合成反応に関わる
ため、AKR1A欠損（KO）マウスでは野生型の１割程度しかアスコルビン
酸を合成できない。一方シスチンはxCTによって取り込まれた後に細胞内
でシステインに還元され、グルタチオンなどの合成に用いられる。本研究
では、AKR1A-KOマウスとxCT-KOマウスを用いてアセトアミノフェンの
肝障害モデルを作製し、アスコルビン酸とチオール化合物が肝障害の誘発
にどのように関わるか検討した。さらにアスコルビン酸とチオール化合物
のレドックス反応における相互作用を調べるために、AKR1AとxCTをと
もに欠く二重欠損（DKO）マウスを作製して、あわせて検討した。
　ま ずAKR1A-/-マ ウ ス とxCT-/-マ ウ ス を 交 配 し てF1（AKR1A+/-
:xCT+/-）マウスを作製し、続いてF1マウスどうしを交配したが、DKOマ
ウスは産まれなかった。そこでアスコルビン酸（1.5 g/L）を投与したとこ
ろDKOマウスが得られ、持続投与することでDKOマウスどうしの交配で
も繁殖が可能となった。
　次にWT, xCT-KO, AKR1A-KO, DKOマウスに対するアセトアミノ
フェンの肝障害について検討した。アセトアミノフェンを腹腔内投与した
後、血清ALTとBUN量を測定し、肝障害の程度を推測すると同時に、肝臓
の病理学的解析を行った。通常用いられる300 mg/kgアセトアミノフェン
の投与では、１日目にいずれの遺伝子型マウスにおいても血清ALTが増加
し、３日目にはすべて死亡した。投与量を200 mg/kgにしたところ、WT 
マウスではわずかに肝障害を認めただけだったが、xCT-KO、AKR1A-
KO、DKOマウスでは血清ALTが増加し、激しい肝障害を示した。３日目
には、WTマウスは回復していたが、xCT-KOマウスの半数とDKOマウス
についてはすべて死亡した。このアセトアミノフェンに対する高い感受性
は、アスコルビン酸を投与したAKR1A-KOマウスでは認められなかった。
　以上の結果は、アスコルビン酸がアセトアミノフェンによる肝障害から
の保護にとって重要なことを示している。また、xCT-KOマウスではシス
テインの供給量が減る結果、グルタチオン合成量が低下し、アセトアミノ
フェンに対する感受性が増したと考えられる。本研究により、アスコルビ
ン酸やチオール化合物によってアセトアミノフェンによる肝障害を軽減で
きる可能性が示唆された。
【一般講演９】
○中野博，中島修（山形大学医学部附属遺伝子実験施設）
　都合によりにより演題名および抄録の掲載は控えさせていただきます。
